








ローン系統は，25˚C から10˚C への低温処理によって32 - 42日でストロビレーションを開始し，
indomethacin （25 µM）の投与によって25˚C条件下で4 - 8日でストロビレーションを開始した。また，
短期間だけ低温処理をおこなう飼育実験の結果，ストロビレーションは一旦開始すると低温条件下
でなくても正常に進行し完了することが明らかになった。さらに，分子系統解析の結果，今回確立




















が知られている（Kroiher et al.，2000； Fuchs et al., 2014；高村，2014）。また，筆者らは indole 化合物の一
種 indomethacin がストロビレーションを誘導することを見出している（Kuniyoshi et al., 2012）。それ以外に
も，ヨウ化カリウムや過酸化水素水などのいくつかの化学物質がストロビレーション誘導活性を示すことが



















立は Fig. 1のスキームに従っておこなった。まず，各雌クラゲ由来のプラヌラをシャーレ（直径90 mm × 





Fig. 1.  Scheme for establishing clonal strains of Aurelia polyp.  Seven clonal 
polyp strains (KH strains) were established from 4 adult female jellyﬁshes 
which were collected on the 19th of September, 2006, at Kurahashi Island 
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ポリプの飼育











　23 - 25˚C で飼育したポリプ3個体を，24穴マイクロタイタープレート（TPP 製）のウェルに移し，25 µM 














Fig. 2.  Schematic view of Aurelia strobilation induced by a low-temperature 
treatment.  In this paper, generation of the ﬁrst constriction is deﬁned 
as the onset of strobilation, and detachment of all ephyrae is deﬁned as 
the completion of strobilation.  When a polyp from the KH3B strain 
was subjected to a temperature change from 25˚C to 10˚C, strobilation 
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低温処理開始後46日目に，ポリプとストロビラ（くびれの数が1個）をそれぞれ10匹以上ずつシャーレから





　KH1A 系統のエフィラ100 mg（約100匹）に，Lysis buffer［8 M Urea, 10 mM Tris-HCl （pH 7.5），125 mM 
NaCl, 10 mM EDTA （pH 8.0），1% SDS］400 µL を加え，蓋をして激しく撹拌した後，室温で150分静置した。
20 mg / mL Proteinase K を20 µL 加え，37˚C で5日間インキュベートした。この間，2日目と4日目に20 mg / 
mL Proteinase K を20 µL ずつ追加した。エフィラ溶解液の粘性が十分低下したことを確認してから，3 M 
NaCl を83 µL 加え，転倒混和した後に，フェノール／クロロホルム抽出をおこない，エタノール沈殿によっ
てゲノム DNA を回収した。ゲノム DNA の沈澱を100 µL の TE buffer［10 mM Tris-HCl （pH 7.5），1 mM 
EDTA （pH 8.0）］に溶解した。その後，10 mg / mL RNase A を5 µL 加えて37˚C で30分インキュベートし，
遠心した後，上清を回収した。得られたゲノム DNA の総量は4.3 µg であった。
（5.8S rDNA 遺伝子の Internal Transcribed Spacer 1 （ITS-1）領域のクローニング）
　KH1A 系統のゲノム DNA を鋳型として，5.8S rDNA 遺伝子の ITS-1 領域（以後，ITS-1/5.8S rDNA と呼ぶ）
を PCR 法で増幅した。プライマーとして，Schroth et al. （2002）が報告した Aurelia 属の ITS-1/5.8S rDNA
増幅用プライマーセットと同じ配列のものを用いた。PCR の反応条件は，94˚C・3分，［94˚C・30秒，
53˚C・30秒，72˚C・1分］×35サイクル，72˚C・7分とした。得られた DNA 断片をプラスミドベクター
pBluescript SK（+）の EcoRV 部位にサブクローニングし，塩基配列分析をおこなった。塩基配列分析には，
広島大学自然科学研究支援開発センター 遺伝子実験部門の Applied Biosystems 3130xl ジェネティックアナ
ライザを使用した。
（分子系統樹の作製）
　Clustal X2を用いて，Neighbor - Joining （N - J） 法とブートストラップ法により分子系統樹を作成した。
ブートストラップは1000でおこなった。分子系統樹の編集には，編集・表示プログラムの Tree View を用い
た。系統樹作成に用いた ITS-1/5.8S rDNA の塩基配列は以下のとおりである。
　Aurelia aurita (Scandinavia)【AY935206】，Aurelia labiata (Alaska)【AY935202】，Aurelia limbata (Japan)
【AY935215】，Aurelia sp. 1 (Miyazu Bay, Japan)【AY935214】，Aurelia sp. 1 (California) 【AY935203】，
Aurelia sp. 2 (Brazil)【AY935204】，Aurelia sp. 3 (Palau)【AY935209】，Aurelia sp. 4 (Palau)【AY935208】，
Aurelia sp. 5 (Adriatic Sea)【AY935210】，Aurelia sp. 6 (Palau)【AY935207】，Aurelia sp. 7 (Adriatic Sea)
【AY935212】，Aurelia sp. 8 (New Zealand)【AY935218】，Aurelia sp. 9 (Gulf of Mexico)【AY935216】，
Aurelia sp. 10 (Alaska)【AY935211】







と KH2B は，ともに雌クラゲ No. 2を母親とする姉妹関係の系統である。一方，KH2A と KH3A の場合のよ
うに，3文字目の番号が違う株同士は母親クラゲが異なり，血縁関係がほとんどないものとして扱える。
　各系統について，ストロビレーションの誘導条件を検討した。ミズクラゲのストロビレーションは，ポリ
プを低温処理することで誘導できることが知られている（Kroiher et al., 2000；Fuchs et al., 2014；高村，
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2014）。そこで，各系統のポリプを，25˚C →15˚C（温度差：10˚C）と25˚C →10˚C（温度差：15˚C）の2通
りの条件で低温処理した（Table 1）。その結果，25˚C →15˚C 条件では98日経過してもストロビレーション
は誘導されず，25˚C →10˚C 条件では32 - 42日でストロビレーションが開始した。その後，25˚C →10˚C 条
件で同様の実験を繰り返したところ，KH1A と KH3B が最も短期間（31 - 35日）に再現性良くストロビレー











ロビレーション誘導に要する日数が長かった。例えば，North Sea 由来のポリプでは20˚C →12˚C 条件下17
日で（Kroiher et al., 2000），Roscoff （France）由来のポリプでは20˚C →10˚C 条件下15日で（Fuchs et al., 
2014）ストロビレーションが誘導される。同じ瀬戸内海（広島県・向島）由来のポリプでも，20˚C →15˚C




ン誘導物質として indomethacin を見出した（Kuniyoshi et al., 2012）。indomethacin を含む海水中でポリプを
培養した場合，低温処理をしなくても，常温下でストロビレーションを誘導することができる。
indomethacin によるストロビレーション誘導が KH3B 系統に特有の現象である可能性も考えられたので，
KH3B 以外の他の系統についても indomethacin の効果を調べた（Table 1）。25 µM indomethacin を含む海水
中で各系統のポリプを23 - 25˚C にて培養した結果，いずれも4 - 8日でストロビレーションを開始した。こ
のことから，indomethacin のストロビレーション誘導活性は，少なくとも瀬戸内海集団のミズクラゲに対し
て普遍的な効果と考えられる。indomethacin 投与からストロビレーション開始までの日数に注目すると，
KH3B と KH1A が短期間（4 - 5日）で開始したのに対して，KH2A，KH3A，KH4A は開始が遅かった（6 - 8
日）。低温処理の場合でも，KH3B と KH1A は短期間にストロビレーションを開始し（32 - 34日），KH2A，
KH3A，KH4A では開始が遅かった（38 - 42日）。このように，ストロビレーション開始までに要する時間に







KH1A no strobilation a) 34 5
KH2A no strobilation a) 42 6
KH2B  - b) 34 - b)
KH3A no strobilation a) 38 8
KH3B  - b) 32 4
KH3C  - b) 34 - b)
KH4A no strobilation a) 42 7
a) Polyps did not start strobilation in 98 day.
b) Not tested.
Table 1. Strobilation of clonal polyp strains induced by temperature changes or administration of indomethacin.
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ついて，低温処理の場合と indomethacin 投与の場合との間に相関性が見られることは興味深い。
　indomethacin の誘導活性は Roscoff 系統の Aurelia ポリプでも確認されている（Fuchs et al., 2014）。さらに，
ミズクラゲと同じ鉢虫綱旗口クラゲ目に属する Chrysaora quinquecirrha でも，indomethacin によってスト















概ね6 - 10匹のエフィラが生じた。また，エフィラ放出後の足盤部を25˚C の通常飼育に戻し，給餌により成
長させた後，再度低温処理をおこなうと，正常なストロビレーションが誘導された。例えば，低温処理91





















　ミズクラゲ Aurelia aurita は世界中に広く分布する単一種と考えられていたが，近年の分子系統解析によっ
て，種レベルで異なる系統群を含んでいることが明らかとなり（Dawson et al., 2005），世界各地の Aurelia
属を対象として，rDNA の配列を用いた分子系統解析が進められている（Schroth et al., 2002； Dawson et al., 
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2005；Fuchs et al., 2014）。そこで，今回確立したクローン系統と Aurelia 各種との系統関係を明らかにする
ために，分子系統解析をおこなった。
　KH1A 系統のゲノム DNA を鋳型として PCR をおこない，ITS-1/5.8S rDNA をクローニングした。塩基配
列分析の結果，431 bp の塩基配列が得られた（accession no.: LC081234）。
　KH1A 系統の ITS-1/5.8S rDNA の塩基配列と Dawson et al. （2005）が報告した Aurelia 各種の ITS-1/5.8S 
rDNA の塩基配列を用いて alignment をおこない，これをもとにして分子系統樹を作成した（Fig. 4）。その
結果，KH1A 系統は Aurelia sp. 1と同じクレードに含まれた。実際，KH1A 系統の ITS-1/5.8S rDNA の塩基
配列は，宮津湾（日本）およびカリフォルニア州（米国）で採集された Aurelia sp. 1の配列と，それぞれ
99.1% および99.4% という高い相同性を示した。Aurelia sp. 1は，世界中に最も広く拡散している系統であ
り（Dawson et al., 2005），宮津湾を含めた日本近海に分布するミズクラゲは Aurelia sp. 1と考えられる。瀬
戸内海産ミズクラゲ由来の KH1A 系統が Aurelia sp. 1に極めて近縁であるという分子系統解析の結果と考え
合わせると，瀬戸内海に生息するミズクラゲが Aurelia sp. 1である可能性が高いことが示唆される。
　しかしながら，本研究では ITS-1/5.8S rDNA の解析結果しか示していないので，確定的な結論を得るため
には，他の遺伝子についても分子系統解析をおこない，より詳細に調査を進める必要がある。
Fig. 3.  Time schedules and results of the experiments in which polyps were subjected to 
short-term low-temperature treatments.  (A) Polyps subjected to (a) 17-, (b) 21-, 
(c) 24-, (d) 28-, (e) 31-, or (f) 35-day low-temperature treatments were cultured 
at 25 ˚C.  The number of animals that did not start strobilation (polyp) or that 
completed strobilation (ephyra) among tested polyps (N = 10) is shown on the 
right.  Filled and unﬁlled bars respectively represent the incubation at 10 ˚C and 
25 ˚C.  (B) Polyps (N = 13) and strobilae with 1 constriction (N = 11) were 
collected from a dish that had incubated at 10 ˚C for 46 days, and cultured at 
25 ˚C.  The number of animals that did not start strobilation (polyp) or that 
completed strobilation (ephyra) among tested animals is shown on the right. 
Filled and unﬁlled bars respectively represent the incubation at 10 ˚C and 25 ˚C.
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分子系統学的には Aurelia sp. 1（Dawson et al., 2005）由来のクローン系統であることが示唆された。現在，












Fig. 4.  Phylogenetic tree based on ITS-1/5.8S rDNA gene sequence showing 
relations among Aurelia strains.  The tree was obtained using the neighbor-
joining method (1,000 replicates).  The bootstrap values are expressed as 
the numbers in each branch.  Scale bar represents 0.1 substitutions per site. 
The KH1A strain was classified together with strains of Aurelia sp. 1 
collected at Miyazu Bay (Japan) and California (USA).
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ここから→ Characterization of Clonal Polyp Strains Established from Aurelia sp. 
Inhabiting the Seto Inland Sea of Japan
Natsumi Tsujita, Rie Kuroda, Izumi Okumura, Sayaka Yoshioka, Minami Nakatani,  
Hiroki Koyama and Hisato Kuniyoshi
Graduate School of Biosphere Science, Hiroshima University, 
Higashi-Hiroshima, Hiroshima 739-8528, Japan
Abstract　　In the life cycle of Aurelia sp., the transition from polyp to strobila/ephyra is called 
“strobilation”. To study the molecular mechanisms of strobilation with molecular biological and 
biochemical approaches, we established 7 clonal polyp strains from Aurelia sp. inhabiting the Seto Inland 
Sea of Japan. In laboratory condition, the clonal strains started strobilation in 32 - 42 days by a temperature 
change from 25˚C to 10˚C, or in 4 - 8 days at 25˚C by administration of indomethacin (25 µM). The 
experiments of short-term low-temperature treatments revealed that strobilation proceeded to the end 
independently of temperature after strobilation had been initiated.  Further, molecular phylogenetic analysis 
suggested that the clonal strains could be Aurelia sp. 1 (Dawson et al., 2005).
keywords:  Aurelia sp., clonal strain, molecular phylogenetic analysis, polyp, strobilation, the Seto Inland 
Sea
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